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(57) Abstract 

The invention relates to the production of multiple-application patient-specific immunoadsorbents which can be used for extracorporal 
apheresis in patients suffering from disorders caused by dysregulation of the immune system. Conventional methods are used to isolate, 
the immune complexes from the patient's blood and appropriate methods are applied to separate the immune complexes into antigens and 
antibodies. The antigens and antibodies thus reactivated are coupled individually or as a mixture covalently to suitable carriers which are used 
as immunoadsorbents for the patient from whom the immune complexes originate. This facilitates production of specific immunoadsorbents 
even for patients suffering from rare auto-immune diseases. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bctrifft die Herstellung vielseitig anwendbarer, patientenspezifischer Immunadsorber, die fUr die extrakorporale 
Apherese bci Patienten eingesetzt werden kOnnen, die an Erkiankungen leiden, die durch Dysregulation des Immunsystcms bedingt sind. 
Mittels herk&mralichcr Verfahren werden aus dem Patientenblut die Immunkomplexe isoliert, die dutch geeignete Methoden in Antigen und 
AntikOrper getrennt werden. Die so leaktivierten Antigene und Antikbrper werden einzeln oder als CJemisch kovalent an geeignete TrSger 
gekoppelt, die als Immunadsorber fllr den Patienten eingesetzt werden, von dem die Immunkomplexe stammen. Damit kOnnen speziflsch 
wirkende Immunadsorber hergestellt werden auch fiir Patienten, die an seltenen Autoimmunkrankheiten leiden. 
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Patientenspezifische Inunadsorber fOr die extrakoxporale Apfae- 

rese und Verfaliren tHr deren Herstellting 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Herstellxing von Inmunadsorbern auf 
der Grundlage der spezifisohen Antikorper und/oder Antigens, 
die in Folge von inmunpathologischon Prozessen fiir die Ausl6- 
sung Oder Aufrechterhaltung vieler Erkrankungen verantwortlich 
sind. Dadurch wird es maglich, gezielt in den immunpathologi- 
schen Regulationskreis einzugreif en , der far die klinischen 
Folgen verantwortlich ist, ohne das gesamte Inununsystem in Mit- 
leidenschaft zu Ziehen, wie es z.B. bei der herkemmlichen The- 
rapie durch medikamentflse Imnunsuppression der Fall ist. 
Dariiber hinaus enn6glicht das erf indungsgemafle Verfahren die 
Anreicherung und Reindarstelliing der immtmpathologisch relevan- 
ten korpereigenan Stoffe und erfiffnet damit neue Moglichkeiten 
fvir die Ursachenforschung und Therapieentwicklung . 
Die funktionelle Grundlage fur die Immunreaktion ist komplex 
und beruht auf dem gut regulierten Zusammenwirken von lokalen 
und systemisch wirksamen zellulfiren und humoralen Elementen der 
unspezifischen Abwehr und den System der spezifisohen Abwehr, 
bestehend aus aktivierten Zellen des lymphopoetischen Systems 
und den von ihnen produzierten Mediatoren und Antikorpern. 
Je nach der Art der Stimulierung konnen die vorherrschenden Ab- 
wehr leistungen unterschiedlich sein. 

Diese Steigerung der Abwehrlage wird auf natiirliche Weise in 
Verlauf eines Infektionsgeschehens oder kanstlich, d.h. medika- 
mentfis, erworben. Das erfolgt sowohl systemisch als auch lokal 
tiber die SchleimhSute des Respirations-, Digestions- und Uroge- 
nital traktes . 

Natiirlicherweise reagiert der Organismus sofort auf eine Infek- 
tion. Die Qualitat und Quantitfit der Sof ortreaktion hangt ab 
von der Art des Antigens und dem ort des Eindringens. Prinzipi- 
ell gleiche Reaktionen erfolgen bei Verabreichung von Impf stof- 
fen und anderen kdrperf remden Substanzen. Eine spezifische Ab- 
wehr, meBbar z.B. durch den Nachweis spezifischer Antikorper, 
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ist erst nach einigen Tagen wlrksam. 1st die auslbsende Ursache 
beseitigt, wird die Prodxiktion spezifischer AntikSrper nach un- 
ten reguliert und letztlich eingestellt. Nach erfolgtem biolo- 
gischen Abbau der Antikdrper we i sen nur noch das Vorhandensein 
spezifischer "Ged&chtniszellen" darauf hin, mit welchen Antige- 
nen sich der Organismus in der Vergangenheit auseinander ge- 
setzt hat. Unter bestimmten Umstanden, im einzelnen meist nicht 
mehr bestinunbarer Kausalitdt, reagiert der Organismus in iiber- 
schieBender Weise auf kOrpereigene strukturen. Die sich entwik- 
kelnde Auto ininitinreakt ion f^ihrt zur fortlauf enden Destruktion 
kdrpereigenen Gewebes, deren Abbauprodukte wiederum das Inimun- 
system stimulieren. Wird dieser pathologische Regelkreis nicht 
vmterbrochen , sind die Folgen letztlich zumindest fiir das be- 
troffene Gewebe fatal. 

Erkrankungen inmunpathologischer Genese oder Beteiligung sind 
h&ufig. Durch ihren chronischen Verlauf und ihre schwere Thera- 
pierbarkeit beeintrftchtigen sie die Lebensqualitat der betrof- 
fenen Henschen erheblich und verursachen enonae volkswirt- 
schaftliche Verluste. Eine der hSufigsten Autoimmunkrankheiten 
ist die Rheumatoide Arthritis, an der etwa 1 % der Bevdlkerung 
erkrankt. Das Hauptmanif estationsalter der Erkrankung liegt um 
das 40. Lebensjahr. Nach 10 Jahren sind etwa 50 % der Patienten 
erwerbsunffihig und 10 - 20 % schwerstbehindert . Die bislang er- 
reichten Behandlungsergebnisse durch immunsuppression und un- 
terstiitzende Therapien sind unzureichend und enden haufig in 
Therapieabbrttchen . Nach 3 Jahren sind maximal nur noch 50 % der 
initial mit Basistherapeutika behandelten Patienten unter ef- 
fektiver Medikation. 

Wegen der haufig unzureichenden Wirksamkeit und groBer Neben- 
wirkungen herkdmmlicher immunsuppressiver Therapie wird standig 
nach neuen Therapieverf ahren zur Behandlung von Autoimmuner- 
krankungen gesucht (J.Sany: Early approaches to immunotherapy 
of rheumatoid arthritis. ETO-J-RHEXJMATOL-INFLAM: 11(1991), 139 
- 147). 

Diese Therapien zielen auf die Beeinf lussung von humoralen und 
zelluiaren Inmunmechanismen wie auch von Mediator-Systemen . Es 
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handelt sich dabei um experimentelle Therapieansiitze, die im 
Tierversuch und in der klinischen Erprobung erste Erfolge 
brachte. Ein entscheidender Durchbruch in der Prognose von Pa- 
tienten mit Auto imnunkrankhei ten konnte allerdings bislang 
nicht erzielt werden. 

Plasmaaustausch und Plasmasorption sind erfolgreich bei einer 
Vielzahl von Autoinmiunkrankheiten und Erkrankungen immunpatho- 
logischer Beteiligung eingesetzt worden (R.T. Baldwin, R. R. 
Pierce und O. H. Frazier: Guillain-Barre syndrome after heart 
transplantation. J-HEART-LUNGTRANSPLAN : 11 (1992), 817-819; J, 
Braun, J. Sieper, A. Schwarz, F. Keller, J. Heitz und H.V. 
Ameln: Severe lupus crisis with agranulocytosis and anuric 
renal failure due to a mesangial lesion (VIHO IIB) -Successful 
treatment with cyclophosphamide pulse followed by plasmaphere- 
sis (2). BR-J-RHEUMATOL: 2Sl (1991), 312-313; P. C. Dau: Plasma- 
pheresis in acute multiple sclerosis: Rationale and results. J- 
CLIN-APHERESIS: £ (1991), 200-204; H. H. Euler, J. O. Schroe- 
der, R. A. Zeuner und E. Teske: A randomized trial of plasma- 
pheresis and subseq[uent pulse cyclophosphamide in severe lupus: 
Design of the LPSG trial. INT-J-ARTIF-ORGANS: H (1991), 639- 
646; D. C. Hess, K. Sethi und E. Awad: Thrombotic throm- 
bocytopenic purpura in systemic lupus erythematosus and anti- 
phospholipid antibodies: Effective treatment with plasma 
exchange and immunosuppression- J-RHEUHATOL: 12 (1992), 1474- 
1478; R. Korinthenberg und M. Sauer: The Guillain-Barre syndro- 
me in childhood. Clinical course and therapeutic measures. 
MONATSSCHR-KINDERHEILKD: 2AQ. (1992), 792-798) 

Der Plasmaaustausch ist das aitere Therapieverf ahren , bei dem 
separiertes Plasma (Membranplasmapherese Oder Zentrifugation) 
verworfen und simultan und durch Spenderplasma oder Humanalbu- 
min ersetzt wird. Wfihrend einer Behandlung wird die einfache 
bis doppelte Menge des Patientenplasma ausgetauscht . Dieses 
Verf ahren ist nicht selektiv. Um einen oder wenige pathogene- 
tisch wichtige Bestandteile zu entfernen, wird das gesamte 
Plasma ausgetauscht und Substanzen verworfen, die fflr den Pati- 
enten essentiell sind. Das hat schwerwiegende Folgen fiir den 
Patienten, die man versucht mit verschiedenen Substitutionsthe- 
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rapien auszugleichen. Daneben besteht die Gefahr der Obertra- 
gung von Kranlcheitserregern wie das HIV oder Hepatitiserreger. 

Bel der Plasmasorptlon wird das zuvor separierte Plasma Ober 
Adsorbermaterial geleitet. An das Adsorbermaterial sind Stoffe 
gekoppelt, die mit bestimmten Plasmabestandteilen eine Bindung 
eingehen und diese dadurch aus dem Patientenplasma entfernen, 
Hird die Plasioasorption zum Entfernen von iBoaunologisch bedeut- 
samen Siibstanzen genutzt, wird das Verfahren als Immiinadsorpti- 
on bezeichnet. Das Verfahren besitzt in Abh&ngigkeit vom ver- 
wendeten Adsorbermaterial eine unterschiedliche SeleKtivitSt 
iind Spezifitat. Diese wiederum bedingt Effektivitat der Thera- 
pie und Nebenwirkungen . Unterschiedliche Liganden tind TrSger 
sind zur Adsorption von Immunglobulinen und Immunkomplexen aus 
dem separierten Plasma klinisch eingesetzt worden: 

Tabelle 1: 

Beispiele von Liganden mit klinischer Anwendung in extrakorpo- 
ralen J^herese-Verf ahren 

- Staphylokokken-Protein A 

- hydrophobe Aminosfiuren (Tryptophan bzw. Phenylalanin) 

- Dextransulfat 

- aggregiertes IgG 

- anti-Human-IgG 

- Blutgruppen-Antigene 

Die folgende Tabelle gibt einen Oberblick iiber erfolgreich mit 
der extrakorporalen Immunadsorption behandelte Autoimmunerkran- 
kungen . 

Tabelle 2 ; 

Autoim»inerkrankungen mit erfolgreicher Apherese- 

/Inninadsorptions-Behandlung 
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- rapid-progressive Glomerulonephretis , fokale Gloinerulo- 
sklerose 

- systemischer Lupus erythermatodes 

- Ant i -Phospholipid-Syndrom 

- Vaskulititiden; z. B. Periarteriitis nodosa, M. Wegener 

- Rheumatoid-Arthritis 

- immunologische thrombozytopenische Purpura 

- Hemmkorper gegen Koagulatiosfaktoren 

- hyperimmunisierte bzw. ABO-inkompatible prospektive 
Transplantat-Empf finger 

- Polymyoisitis 

- neurologische Erkrankungen ; z.B. Guillain-Barre-Syndrom, 
Polyneuropathie , amyotrophe Lateralsklerose, Myasthenia 
gravis. Multiple Sklerose 

Machteil der medikaKentSsen Therapien bei Autoinunerkrankungen 

Die medikament6se Immunsuppression ist unselektiv and unspezi- 
fisch. Auch neuartige immunologische Therapien (monoklonale 
Oder polyklonale Antikdrper gegen Aktivierungsmarker Oder Re- 
zeptorstrukturen von Immunzellen und Mediatoren) supprimieren 
die Immunantwort nicht selektiv und/oder induzieren ihrerseits 
Immunphelnomene im Organismus. 

Nachteile von bisherigen ^dierese/-Adsorptionsver£ahren in der 
Behandlung von Autoinunerkrankungen 

Der Nachteil aller bisher bekannten Apherese- 
/Adsorptionssysteme besteht analog zur medikamentSsen Immunsup- 
presion in ihrer unzureichenden Selektivitfit. Das gilt fiir das 
bereits angewendete Verfahren von Balint und Hargreavens (US- 
Patent 4.681.870), die Staphylococcus-aureus-Protein A an ge- 
eignete TrSger immobilisierten. Mit dieser Methode werden aus 
dem Patientenblut unspezifisch igG und IgG-Komplexe entzogen. 
Das trifft auch auf das von Davis (PCT-Anmeldung WO 86/07152) 
beschriebene Verfahren der Nutzung von trSgergekoppelten unspe- 
zifischen Proteinen, vorzugsweise Immunglobuline verschiedener 
Spezies, als Immunadsorbents von Immunkomplexen zu. Mittels 
dieser Methode werden wohl Immunkomplexe aus dem eleminiert. 
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nicht aber die reaktiven Einzelbestandteile, die bei Autoimmvin- 
krankheiten stSndig neu entstehen. 

Liberti und Pollora (US-Patent 4.551.435) beschreiben ein Ver- 
fahren zur Entfeimung von Stoffen und Imiounkomplexen aus den 
Blut, indent das Patientenblut mit spezifischen AntikSrpern ei- 
ner bestiminten Konzentration versetzt wird, die dann mit der zu 
eliminierenden Substanz Inmunkomplexe bilden. Diese werden aus 
dem Blut mit Faktoren wie Clq, Rheumafaktoren, Fc-Rezeptoren 
und Fc-Rezeptoren-tragenden Zellen, die an einen fasten TrSger 
immobilisiert sind, aus dem Blut eliminiert. Dieses Verfahren 
setzt voraus, daB die ausl5sende Ursache bekannt ist, was bei 
den meisten FSllen von Autoimmtaikrankheiten nicht der Fall ist 
und daB das ursilchliche Antigen fiir die Herstellung von Anti- 
k6rpern gereinigt vorliegt. Die Entfernung der Immunkomplexe 
selbst erfolgt unspezifisch nicht fiber Protein A, sondern durch 
Biomolekfile, die physiologischerweise eine hohe Affinitat zu 
Inmunglobulinen haben. 

Es'gilt zu beachten, daB die pathophysiologisch relevanten Im- 
munstrukturen bei den einzelnen Autoimmunerkrankungen verschie- 
den sind, selbst die Inmunphanomene bei ein- und derselben Er- 
krankung. Der Einsatz bislang verfiigbarer Apherese-Systeme 
ffihrt nicht nur zur Eliminierung der immunpathologisch bedeut- 
samen sondern auch der physiologischen - fiir die kfirpereigene 
Abwehr essentiellen - Immunglobuline. Das Resultat ist eine ge- 
nerelle SchwSchung des Immunsystems mit der Gefahr septischer 
Kompl ikationen . 

Die Erfindung hat das Ziel, eine Therapie ffir Patienten zur 
Verfiigung zu stellen, die an Krankheiten leiden, die durch 
Dysregulation des Immunsystems bedingt sind Oder die sich durch 
immunpathologische Prozesse zu chronischen, schwer therapierba- 
ren Verlaufsformen entwickeln. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, 
einen fiir den jeweiligen Patienten spezifischen Immunadsorber 
2U entwickeln, mit dessen Hilfe die pathogenetisch bedeutsamen 
Immunkomplexe, AutoantikSrper und Antigene durch Adsorption aus 
dem Blut oder Plasma des Patienten entfernt werden kSnnen. 
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Diese Aufgabe wird gemSB den Ansprikchen 1 und 7 gelost, die Un- 
teransprxiche sind Vorzugsvarianten . 

Dazu werden die Inununkomplexe mit bekannten Verfahren, z.B. 
mittels Protein A - Imnunadsorbern , aus dem Plasma des Patien- 
ten entfernt und nach entsprechender Elution in ihre biologisch 
aktiven Bestandteile zerlegt. Jetzt kdnnen die Bestandteile 
durch bekannte Verfahren, z.B. Gel-chromatographie, getrennt 
und einzeln, bzw. als Gemisch von Antik6rpern und Antigenen an 
entsprechendes Tragermaterial gekoppelt werden. Mit Hilfe die- 
ser Immunadsorber kfinnen aus dem Plasma des Patienten spezi- 
fisch die krankheitsbedeutenden Immunkomplexe , Antikdrper und 
Antigene mittels Plasmapherese entfernt werden. Diese SSulen 
sind reaktivierbar und zum mehrfachen Gebrauch vorgesehen. Die 
Herstellung solcher patientenspezif ischer Immunadsorber ist ge- 
nerell fCke jede Krankheit moglich, wo Autoimmunkomplexe eine 
pathogenetische Rolle spielen. 

Die Ldsung dieser Aufgaben ergibt sich aus den PatentansprCk- 
che'n. 

Der patientenspezifische Immunadsorber besteht gemSB der Erfin- 
dung aus getrennten Antigenen und/oder AntikSrpern aus Immun- 
komplexen pathologisch relevanter Immunfaktoren von Patienten, 
die an aktivierte feste TrSgermaterialien gebunden sind. Er 
enthait getrennte Antigene und/oder Antikorper von Patienten, 
die an Erkrankungen leiden, die durch Dysregulation hervorgeru- 
fen Oder auf rechterhalten werden. Auto immunkrankhei ten Oder im- 
munpathologische Reaktionslagen sind u.a. 

Rheumatoid-Arthritis, rapid-progressive Glomerulonephritis, sy- 
stemischer Lupus erythematosus, Antiphosphoid-Syndrom, Vaskuli- 
tiden, histoinkompatiblen Transplantatempffingern, Polymyositis, 
neurologische Autoimmunkrankheiten oder immunpathologische 
Dysregulationen in Folge von Inf ektionskrankheiten . Geeignet 
als Trfigermaterialien sind alle biovertrfiglichen Stoffe, die 
ausreichend viele Immunkomplexbestandteile auf ihrer Oberfl&che 
kovalent binden kSnnen; bevorzugt ist der Einsatz von Sepharose 
und Perlcellulose. 
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Das Verfahren zur Herstellung der patientenspezif ischen Inunu- 
nadsorber ist durch folgende Schritte gekennzeichnet : 

Immunkomplexe werden zun&chst mit bekannten, nicht selektiven 
Verfahren, z.B. mittels Protein A - Inununadsorbern , aus dem 
Plasma der Patienten entfemt und nach entsprechender Elutlon 
in ihre biologisch aktiven Bestandteile zerlegt. Jetzt k6nnen 
die Bestandteile durch bekannte Verfahren, z.B. Gel- 
Chromatographie , getrennt Oder einzeln, bzw. als Gemisch von 
Antikdrpern und Antigen an entsprechendes TrSgermaterial gekop- 
pelt werden. Bevorzugt ist die Zerlegung der Inununkosiplexe im 
sauren bzw. alkalischen Milieu, vorzugsweise in pH-Bereichen 
von 2-5 bzw. 10-12 in ihre Einzelbestandteile, die ggf. nach 
Fraktionierung und ggf. nach Zusatz von Salzen wie NaCl, MgCla, 
LiCl Oder Harnstoff oder Guanidinghydrochlorid, die geeignet 
sind, ab einer bestimmten Konzentration die Reaktionspartner im 
dissoziierten Zustand zu halten, in einem pH-Bereich von 2-12 
mittels an sich bekannter Methoden an die festen Materialien 
gekoppelt werden. 

Mit Hilfe dieser Immunadsorber k6nnen aus den Plasma des Pati- 
enten spezifisch ^ seine', die krankheitsbedeutenden Immunkom- 
plexe, Antikorper und Antigene mittels extrakorporaler Immunad- 
sorption entfemt werden. Diese SSulen sind reaktivierbar und 
zum mehrfachen Gebrauch vorgesehen. Die Herstellung solcher pa- 
tientenspezif ischer Immunadsorber ist generell ftir jede Krank- 
heit mdglich, wo Autoixomunkomplexe eine pathogenetische Rolle 
spielen. 

Das Verfahren ermSglicht neben der therapeut ischen Anwendung 
die Isolierung von Stoffen aus dem Patientenblut , die fttr die 
Ausl6sung der immunologischen Dysregulation zvimindest mitver- 
antwortlich sind. Das vereinfacht Untersuchungen zur Pathogene- 
se von Autoimmunkrankheiten bzw. von Erkrankungen , die durch 
immunologische Fehlleistxingen in ihrem Verlauf verstfirkt wer- 
den. Der Vorteil gegenilber herkommlichen Lfisungen ist: 

1. Es werden nicht nur die Immunkomplexe entfernt, sondern auch 
die bisher nicht erfaBten einzelnen Reaktionspartner. 
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2. Eine Substitution mit Fremd-Iiuaunglobulinen ist nicht mehr 
notwendig (KrankheitsQbertragung wie HIV werden ausgeschlossen, 
zusfitzliche Kosten vermieden). 

3. Ohne Wissen der Krankheitsursache kdnnen kostenganstig pati- 
entenspezifische Inmunadsorber hergestellt werden. Damit k6nnen 
spezifische Therapiewerkzeuge auch filr solche Autoimmunkrank- 
heiten bereitgestellt werden, ftlr die wegen der geringen Er- 
krankungshSufigkeit gezielte Entwicklungen durch die Industrie 
aus Kostengrttnden abgelehnt werden. 

4. Es k6nnen die Antigene und/oder AntikSrper spezifisch ange- 
reichert, isoliert und damit filr weitere Untersuchungen bereit- 
gestellt werden, die far die AuslSsung bzw. Auf rechterhaltung 
der Autoimmunkrankheit des einzelnen Patienten verantwortlich 
sind. 

In folgenden wird die Erfindung n&her erlSutert. 
Patienten, die an Autoinmunkrankheiten wie z.B. Rheumatoid- 
Arthritis, Lupus erythematodes oder Multibler Sclerose leiden, 
werden einer extrakorporalen Apherese unter Verwendung von Sta- 
phylokokken-Protein A-Immunadsorbern unterzogen. Nach Beendi- 
gung eines Apheresezyklus wird die SSule grUndlich mit einem 
Puffer gewaschen, dem Detergenzien zugesetzt sind, oder die 
durch eine erhdhte lonenkonzentration (z.B. 1 - 3 mol/1 NaCl) 
adsorptiv gebundene Plasmabestandteile von der Sfiule entfernen. 
Das Freisein von adsorptiven Plasmabestandteilen wird durch 
Elektrophorese oder Immunassay des Spulpuffers Oberpriift. An- 
schlieBend erfolgt die Elution der Immunglobuline, der Immun- 
komplexe und der dissoziierten immunologischen Reaktionspartner 
mittels eines pH-Gradienten (z.B. Citrat oder Acetatpuffer pH 7 
- 2) Oder konzentrierten Salzl6sungen unterschiedlichen pH- 
Wertes (zwischen 4 und 7). Mittels Elektrophorese, Chromatogra- 
phie Oder anderen geeigneten Trennverf ahren werden die eluier- 
ten Fraktionen hinsichtlich ihres Proteinspektrums und Disso- 
ziationsgrades von Immunkomplexen untersucht. 
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Fiir die Immobilisierung an feste Trfiger werden Fraktionen ver- 
wendet, in denen die Immunkomplexe in ihre reaktiven Bestand- 
teile aufgespalten sind. Diese kdnnen vor der Kopplung bei Be- 
darf durch geeignete Trennverf ahren separiert werden. Die Im- 
munkomplexbestandteile werden einzeln oder als Gemisch mittels 
bekannter Verfahren an ONB-Cabonat- oder N-Hydroxy-succinimid- 
Ethylester aktvierte Trfigermaterialen gekoppelt. Nach Entfernen 
aller nicht gebundenen Bestandteile steht ein patientenspezif i- 
scher und regenerierbarer Immunadsorber zur Verfiigung, mit des- 
sen Hilfe selektiv aus dem Patientenblut nur die Stoffe ent- 
fernt werden, die fOr die imnunpathologische humorale Dysregu- 
lation verantwortlich sind. 

Anschliefiend wird die Erfindung an Ausfiihrtingsbeispielen nfiher 
eriautert. 

Ausfilhrunasbeispiel 1 

Mode Hunter suchungen zur Bestinmiung der biologischen Aktivitfit 
von immobilisierten humanen IgG durch Bindung von anti-human 
IgG (Ziege) - Tabelle 3 

Die Kopplung des humanen IgG an die jeweiligen TrSger 
(Sepharose 6FF und Perlcellulose) erfolgte unter Elutionsbedin- 
gungen. Cl-CO-ONB-aktiviertes Gel mit ca. 30 mol ONB- 
Carbonatgruppen pro ml wurde filr die Kopplung des humanen IgG 
verwendet . 

1 ml Antiserum (5,3 mg anti-human igG) wurde mit l ml PBS ver- 
dtinnt und fiber die jeweiligen Trfiger gegeben (Fluflrate von 0,1 
ml / min). Die Sfiulen wurden mit mehreren Sfiulenvolumen PBS und 
3 M NaCl pH 5,0 gewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Gly- 
cin-HCl, 0,05 % Tween 20, pH 2,0 (FluBrate 1,0 ml / min, 2-6 
°C). Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte spektro- 
photometrisch bei einer Wellenlfinge von 280 nm nach Neutralisa- 
tion der Eluate mit 0,5 M KaHPO^. Die relative AntikOrperbin- 
dungskapazitat pro ml Gel ist bezogen auf die Kopplung von hu- 
manen IgG unter Standardbedingungen (0,5 M Phosphatpuf f er , 0,05 
% Tween 20, pH 7,2). 
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Ausfiihrunasbei spiel 2 

Mode Hunter suchungen zur Bestimmung der Bindungskapazitat von 
humanen IgG (Antigen) , immobilisiert mittels Basen-aktivierte 
ONB-Carbonat Sepharose 6FF bei pH 3,0, durch Af f initatschro- 
matographie unter Verwendung von anti-human IgG (Antikdrper) 
im uberschuB - Tabelle 4 

Fiir die Kopplung wurde humanes IgG (Sigma) im Kopplungspuf f er 
gelost und filtriert (0,2 nn) . Diese LSsung vmrde der 16- 
sungsmittelfeuchten aktivierten Sepharose zugesetzt. Die 
Kopplung erfolgte bei Raumtemperatur (1 h) unter vorsichtiger 
Bewegung. Nach Blockung (1 M Ethanolamin in 0,1 M Borat, pH 
8,0) ftir 1 h wurde das Gel intensiv gewaschen, z.B. an einer 
Fritte mit je dem lO-fachen des SSulenvolumens in der Abfol- 
ge: Kopplungspuf fer - Wasser - 0,01 N Hcl - Wasser - 24 h 0,1 
Boratpuffer, pH 8,3 - Wasser. 

Die Affinitatschromatographie erfolgte bei 2 - 6 °C mit dem 
ECONO-System (Bio-Rad) unter Verwendung der saule Oxnnifit 5,0 
X 0,3 cm I.D. (350 /il Gel). Es wurden FluBraten wurden zwi- 
schen 0,25 und 1,0 ml/min gewahlt. Die Elution wurde mittels 
UV-DurchfluBphotometer (280 nm) vermessen. Nach der Antikdr- 
perbindung und Waschen mit PBS werden die Antikdrper nach 
folgenden Programm eluiert: 

1. 30 min PBS 

2. 60 min 3 M NaCl pH 5 

3. 30 min PBS 

4. 60 min 0,1 M Glycin*HCl pH 2,0 

5. 30 min PBS 
FluBrate 0,25 ml/min 
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AuKfiihrunasbeisDiel 3 

a) Elution von anti-HSA Antikbrpern (Kaninchen) aus Antikfir- 
per-Antigen-Komplexen mit HSA unter Verwendung von HSA- 
beschichteter Mikrotiterplatten zur Ermittlung optimaler Elu- 
tionsbedingungen fiir die Af f initatschromatographie (Tabelle 
5) 

Die 96-Well Microtiterplatten wurden mit HSA beschichtet. Je- 
des Well wurde mit 0,1 ^g anti-HSA inkubiert. Als Detektions- 
system (ELISA) diente anti-Kaninchen-IgG, konjugiert mit al- 
kalischer Phosphatase (Substrat: 4-Nitrophenylphosphat , X^^^ 

200 Hi des jeweiligen Elutionspuf fers wurden in die Wells 
pipettiert. Die Elution erfolgte bei Raumtemperatur in Ver- 
laufe von einer Stunde unter stSndiger Bewegxing der Mikroti- 
terplatte. Nach grtindlichen Waschen der Wells erfolgte die 
Detektion des anti-HSA. Fiir die Auswertung wurde der Mittel- 
wert der Messungen von jeweil 8 Wells gebildet (%CV=4,4). Der 
Prozentsatz eluierter anti-HSA-Antik6rper mit PBS wurde mit 0 
% festgelegt. 



Tabelle 5: 



Elutionspuffer zur Losuna der Ak-Aa-Komplexe 




Eluierte anti-HSA-AK 


PBS, pH 7,3 


0 


PBS + 1 % SDS, pH 7,3 


51 


0,10 M Citrat, pH 2,5* 


100 


0,10 H Citrat, pH 3,0" 


73 


0,10 M Citrat, pH 3,5" 


27 


0,10 M Citrat, pH 4,0" 


8 


0,05 M Citrat, pH 2,5" 


100 


0,10 M Citrat/Phosphat , pH 7,3 


0 


0,10 M Citrat/Phosphat, pH 6,0 


0 


0,10 M Citrat/Phosphat, pH 5,0 


0 


0,10 M Citrat/Phosphat, pH 4,0 


2 
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3,00 M KSCN, pH 7,3 
3,00 M NaCl, pH 5,0" 
3,00 M Guanidin*HCl , pH 7,3 
4,00 M Guanidin*HCl , pH 7,3 
6,00 M Harnstoff , pH 7,3 
0,10 M Borat, pH 11,0 
0,10 M Phosphat, pH 11,5 
0,10 M Phosphat, pH 12 



91 



49 



35 



90 



66 



41 



7 



0 



mit 0,05 % Tween 20 

b) Immobilisierung von anti-HSA-HSA an Basen-katalysierte, 
aktivierte ONB-Carbonat-Sepharose 6FF in Kopplungsmedien , die 
als Elutionsmedien fOr Immunaff initatschromatographie genutzt 
werden (Tabelle 6) 

Die ait dem zu koppelnden Protein versetzten und filtrierten 
(0,45 fim) Kopplungsmedien wurden der feuchten aktivierten 
ONB-Carbonat-Sepharose 6FF zugegeben. Die Kopplung erfolgte 
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung. 
Danach wurde fUr eine Stunde bei Raumtemperatur mit Ethanola- 
min in Boratpuffer (pH 8,1) blockiert. Die ONB- 
Carbonatgruppen wurden spektro-photometrisch C^„««: ca. 267 
nm) bestimmt. 

0,5 M Phosphatpuf f er , pH 7,3 diente zur Bestimmung des Refe- 
renzwertes fiir eine maximale Immobilisierung. 
Das Waschen erfolgte wie in Beispiel 2. 

Die anti-HSA-Antikorper *mrden in einem Vorversuch mittels 
Aff initatschromatographie (0,05 - 0,1 M Citrat, pH 2,0) ge- 
wonnen, mit 0,5 M KgHPO^ neutral isiert, bei - 20 'c aufbe- 
wahrt und nach dem Auftauen far die Kopplung mit verdvinnter 
HCl auf pH 3,0 bzw. 4,0 eingestellt. 

FCkr die Kopplung des Ag-Ak-Gemisches wurde das HSA in PBS ge- 
16st, mit verdOnnter HCl auf den entsprechenden pH-Wert ein- 
gestellt und der Antikdrperldsung zugesetzt. 
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Die Proteinbestimmung in Kopplungspuf fer erfolgte spektropho- 
tometrisch OD^^^ nm (Antikdrper E°'^* « 1,38 und HSA E°'^* = 
0,67). Die immobilisierten Proteine wurden nach Behandlung 
der Gele mit 1 N NaOH im Oberstand nach Lowry bestinunt. 

Kopplungsergebnis (%) ist die relative Menge immobilisierten 
Proteins im Bezug zur angebotenen Proteinmenge. 

Ausfilhru ngsbeispiel 4 

Nachweis der biologischen Aktivitat (Bindungsfahigkeit) von 
Antigenen und AntikSrpern am Modell von anti-HSA/HSA nach Im- 
mobilisierung unter Spaltbedingungen fttr Immunkomplexe 
(Tabelle 7) 

An Basen-katalysierte, aktivierte ONB-Carbonat-Sepharose 6FF 
wurde unter Elutionsbedingungen (pH 3,0; pH 4,0; 4 M Guani- 
din*HCl) wie in den AusftUirungsbeispielen 1 und 3b) beschrie- 
ben mit anti-HSA/HSA gekoppelt. Nach Waschen der Saule wurde 
HSA bzw anti-HSA im Bindungspuf f er angeboten. Nach erneuten 
Waschen der SSule mit PBS erfolgte die Elution (pH 2,0) und 
photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration . 

Mit diesen Modellversuchen wird nachgewiesen, daB sowohl An- 
tigen (HSA) wie auch Antikdrper (anti-HSA) aus Immunkomplexe 
(anti-HSA/HSA), die unter Spaltbedingungen an einen TrSger 
immobilisiert werden, ihre Bindungsf ahigkeit erhalten. Das 
aus Immunkomplexen immobolisierte HSA band stets anti-HSA, 
daB sich nach erneuter Elution im ELISA durch eine hohe Reak- 
tivitfit zu HSA auszeichnete (Ergebnisse nicht dargestellt) . 
Unter Voraussetzung , daB 1 Mol HSA ein Mol anti-HSA bindet, 
wurden aus den Immunkomplexen (Versuch 3) 0,9 rag HSA/ral Gel 
immobilisiert, die 2,1 mg anti-HSA banden. Ahnliche Ergebnis- 
se liefien sich mit den Versuchen 5, 7, 13 und 16 reproduzie- 
ren. Das aus den Immunkomplexen imnobilisierte anti-HSA 
(Kaninchen-IgG) wird in diesem Modell auch unter Standard- 
kopplungsbedingungen zwar effizient immobilisiert, der Erfolg 
kann mit anti-Kaninchen-IgG nachgewiesen werden, aber offen- 
sichtlich erfolgt die Kopplung hier in einem Molekiilbereich, 
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der 2u sterischen Behinderungen ftir die Bindung des HSA 
fahrt. Die AntikSrper selbst erhalten ihre biologische Akti- 
vitat. 

Ausfuhrunasbeispiel js 

Affinitatschromatographie des Plasmas eines Lupus erythemato- 
des-Patienten (gleichzeitig Standardverf ahren) 

Das Plasma eines unter Lupus erythematodes leidenden Patien- 
ten stand 2ur VerfUgung. Fiir die Gewinnung der gesamten y- 
Globuline wurde eine Protein A-Saule (PHARMACIA) verwendet. 
Die Immobilisierung der Antikorper erfolgte Gber ONB-Carbonat 
aktivierte Sepharose 6 FF (20 jimol/ml). 

PufferlOSUnaen fiir die TinTniin>iH sorption 

Puffer PA pH 7,0 1000 ml Der pH Wert wird mit 



HCl Oder NaOH einge- 
stellt 



Trinatriumcitrat 



3,30 g 



Natriumacetat x 3H2O 



5,45 g 



Natriumchlorid 



4,90 g 



Dinatriumhydrogenphos- 2,91 g 
phat 

Kaliumdihydrogenphos- 0,26 g 



phat 



Eluant PA 



pH 2,2 



1000 ml 



Der pH Wert wird mit 
HCl Oder NaOH einge- 
stellt 



ZitronensSure x HaO 6,12 g 

Natriumchlorid 9,00 g 
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Waschpuffer 3 M NaCl 1000 ml 
pH 7,0 

Trinatriumcitrat 3,30 g 

Natriumacetat x SH^O 5,45 g 

Natriumchlorid 175,00 g 

Dinatriumhydrogenphos- 2,91 g 
phat 

Kaliumdihydrogenphos- 0,26 g 
phat 

Tween 20 0,50 g 



Der pH Wert wird mit 
HCl Oder NaOH einge- 
stellt 



Zitratpuffer 0,1 M pH 250 ml 
2,2 

Zitronensaure 5,25 g 



Der pH Wert wird mit 
NaOH eingestellt 



Hethoden : 



Eine Protein A-gekoppelte SSule (5 ml Gel, Pharmacia) wurde 
mit Puffer PA Squilibriert . 20 ml hochtourig zentrifugierten, 
frischen Plasmas wurden 1:2 mit Puffer PA gemischt und aufge- 
tragen. Zur Chromatographic bedienten wir uns eines Econo- 
Systems (BIORAD). Das Plasma wurde nach verlassen der SSule 
erneut aufgetragen, um eine vollstandige Adsorption zu errei- 
chen. Intensives Waschen mit 5 S&ulenvolumen PA war notwen- 
dig, um nicht adsorbiertes Material zu entfernen. Unspezi- 
fisch gebundene Proteine beseitigte Waschpuffer, der 3 M NaCl 
enthielt. Mit 0,1 M Citratpuf f er , 0,05 % TWEEN 20 pH 2,2 elu- 
ierten die Immunglobuline und Proteine aus den Immunkomplexen 
als scharfer Peak. Das Volumen des Eluates betrug 6,5 ml. Die 
Proteinkonzentration wurde aber die UV-Adsorption bei X^^^ 
mit 17,6 mg/ml bestimmt. Sofort nach der Elution erfolgte die 
Kopplung der getrennt vorliegenden IgG tmd Proteine an die 
ONB-Carbonat-aktivierte Sepharose. Dazu wurden 6 ml des nach 
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Herstellervorschrift vorbereiteten , abgesaugten Gels zu dem 
Eluat gegeben und ih geschvittelt . Das Eluat hat wegen der 
Pufferwirkung der darin gelSsten Proteine einen pH-Wert zwi- 
schen 3 und 4. Freie Bindungen muBten mit 1 M Ethanolamin in 
0.1 M Boratpuffer pH 8,0 abgesSttigt werden. Durch Vergleich 
der Proteinkonzentrationen in den vereinigten WaschlSsungen 
mit dem Protein A-Eluat stellten wir eine Bindungsef f izienz 
von 57% fest. Nach griindlichem Waschen steht das Gel als Tra- 
ger fiir af f initatschromatographische Experimente zur Verfii- 
gung. 

Dazu vmrden 40 ml Patientenplasma zentrifugiert , 1:2 mit PA 
verdOnnt und 2 mal Ober die Sdule gegeben. Ungebundenes bzw. 
unspezifisch gebundenes Material vmrde durch auf einanderfol- 
gendes Waschen mit je 10 SSulenvolumen PA, Waschpuffer und PA 
entfernt. Mit 0,1 M Citratpuffer pH 2,2 wurde das spezifisch 
gebundene Protein eluiert (Abbildung 1). 

Die Plasmaproteine und die chromatographisch gewonnenen Frak- 
tionen wurden in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(SDS-PAGE) nach Standardverfahren analysiert (Miniprotean II, 
BioRad). Die Gele waren Gradientengele von 10 - 25 % Monomer- 
konzentration. Die Ffirbung erfolgte mit Coomassie Brillant 
Blue R-250 (Abbildungen 2 und 3). 

Aus der Abbildung 2 ist ersichtlich, daB im Protein A-Eluat 
neben Antiklorpern noch weiter Proteine vorhanden sind. Nach 
deren Immobilisierung sind sie in der Lage, die entsprechen- 
den Reaktionspartner aus dem Patientenplasma spezifisch zu 
binden. Im Elutionspeak 2 (0,1 M Citratpuffer, pH 2,2) nach 
der Affinitatschromatographie (Abb. 1) konnten mehrere Pro- 
teine in der PAGE identif iziert werden. Neben Immunglobulinen 
und mehreren hShermolekularen Proteinen, sind 3 Proteine ent- 
scheidend angereichert , die nach PAGE des Protein A-Eluates 
nur als kavim sichtbare Banden nachweisbar sind (Abb. 3). sie 
haben eine relative Molmasse um 40 kD. 



Ausfahrunasbeiapiftl 
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Affinitatschromatographie des Plasmas eines Multible Sclero- 
se-Patienten 

Plasmaaufarbeitung, Protein A-Elution und Kopplung der Eluat- 
proteine geschah analog zum Ausf iihrungsbeispielS . Nach Abwa- 
schen adsorptiv gebundener Proteine vom Immunadsorber (Peak 
1, Abb. 4) wird mit dem Elutionspuf fer spezifisch gebundenes 
Protein von der Matrix abgelfist, dafi sich nach PAGE (Abb. 5) 
als ein Proteingemisch erweist, in dem hauptsichlich Inunung- 
lobuline vorhanden sind. 

AtiRfflhrunasbeispiel 7 

Affinit&tschromatografie des Plasmas eines Rheumatoide Ar- 
thritis-Patienten 

Plasmaaufarbeitung, Protein A-Elution und Kopplung der Eluat- 
proteine geschah analog zum Ausfahrungsbeispiel 5. Nach Abwa- 
schen adsorptiv gebundener Proteine vom immunadsorber (Peak 
1, Abb. 6) wird mit dem Elutionspuf fer spezifisch gebundenes 
Protein von der Matrix abgelSst, daB sich nach PAGE (Abb. 7) 
als ein Proteingemisch erweist, in dem hauptsSchlich Immung- 
lobuline vorhanden sind. 
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Legende zu den Abbildungen 1 bis 6 
Abb. l: 

Elutionsprofil des Patientenplasmas nach Adsorption an die 
mit homologen Antikdrpern und Antigenen gemSfl Standardverfah- 
ren gekoppelte Sepharose 6FF 

Die Markierungen kennzeichnen den Pufferwechsel beim Waschen 
und Eluieren (die Beladung der SSule wird nicht angezeigt): 
Nr. 1 - Waschpuffer, Nr. 2 - 0,1 M Citratpuffer pH 2,2 

Abb. 2: 

PAGE des Eluates von der Protein A-SSule vor und nach der 
Kopplung an die ONB-Carbonat-aktivierte Sepharose 
Nr> 1/2 = 5 bzw. 10 fil Material vor Kopplung, Nr. 3 = lo kD- 
Leiter, Nr. 4 = y-Globulinstandard, Nr. 5-8 wie 1-4, aber 
nach Kopplung (d.h. nicht gebundenes Material) 

Abb. 3: 

PAGE des Eluates, das bei pH 2,2 von der Iimnunosorbent-Saule 
nach Passieren des homologen Plasmas gewonnen wurde 

Nr. 1-7/9-15 = Peakfraktionen, Nr. 8/17 = 10 kD Protein- 
marker, Nr. 16 = Nachspttlung 

Abb. 4: 

Elutionsprofil des Patientenplasmas nach Adsorption an die 
mit homologen Antikdrpern und Antigenen gemaB Standardverfah- 
ren gekoppelte Sepharose 6FF 

Die Markierungen kennzeichnen den Pufferwechsel beim Waschen 
und Eluieren (die Beladung der SSule wird nicht angezeigt): 
Nr. 1 - Waschpuffer, Nr. 2 - 0,1 M Citratpuffer pH 2,2 
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Abb. 5: 

PAGE des Eluates, das bei pH 2,2 von der Immiinosorbent-saule 
nach Passieren des homologen Plasmas gewonnen wurde 

Nr. 1 = 10 kD Standards, Nr. 2 = y-Globulinstandard, Nr. 3 = 
Peakfraktion (Peak 2 Abb. 4), Nr. 4 = Peakfraktion nach Ein- 
engen Qber Amicon centrifree® 

Abb. 6: 

Elutionsprof il des Patientenplasmas nach Adsorption an die 
mit homologen Antik6rpern und Antigenen gemflB Standardverf ah- 
ren gekoppelte Sepharose 6FF 

Die markierungen kennzeichnen den Puf ferwechsel beim Waschen 
und Eluieren (die Beladung der Sfiule wird nicht gezeigt): Nr. 
1 - Waschpuffer, Nr. 2 - 0,1 M Citratpuffer pH 6,0/Tween, Nr. 
3 - 0,1 M Citratpuffer pH 2,2 

Abb. 7: 

PAGE des Eluates, das bei pH 2,2 von der ijnmunosorbent-SSule 
nach Passieren des homologen Plasmas gewonnen wurde 

Nr. 1-4 = Proteine aus dem Waschpuffer, Nr. 5/6 = Peakfrak- 
tionen (Peak 3 Abb. 6), Nr. 7 = 10 kD Strandards, Nr. 8 = y- 
Globulinstandard 
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Paten-tanspriiche 

1. Patientenspezifische Inununadsorber , bestehend aus 
getrennten Antigenen und/oder Antikdrpern aus 
Immunkomplexen pathologisch relevanter Immunfaktoren 
von Patienten, gebunden an aktivierte feste 
Tragermaterialien . 

2. Patientenspezifische Inununadsorber nach Anspruch 1, 
enthaltend getrennte Antigene und/oder AntikSrper von 
Patienten, die an Erkrankungen leiden, die durch 
Dysregulation des Iimnunsystems hervorgerufen oder 
aufrechterhalten werden. 

3. Patientenspezifische Inmunadsorber nach Anspruch 1 und 2, 
enthaltend getrennte Antigene und/oder AntikSrper von 
Patienten, die an Auto immunkrankhei ten oder 
imiDunpathologischen Reaktionslagen , wie Rheuraatoide Artritis, 
rapid-progressive Glomerulonephritis, systemischer Lupus 
erythematodes , Multible Sclerose, Anti-Phosphoid-Syndrom, 
Vaskulititiden, histoinkompatible Transplantatenpf Snger, 
Polymyositis, neurologische Auto immunkrankhei ten oder 
immunpathologische Dysregulationen in Folge von 
Infektionskrankheiten leiden. 

4. Patientenspezifische Immunadsorber nach Anspruch 1-3, 
enthaltend getrennte Antigene und/oder Antikdrper von 
Patienten, die an Rheunatoide Artritis, Lupus erythematodes 
Oder Multible Sclerose leiden. 

5. Patientenspezifische Immunadsorber nach Anspruch 1-4, 
gebunden an biovertrAgliche Stoffe, die ausreichend viele 
Immunkomlexbestandteile auf ihrer OberflSche kovalent binden 
konnen . 
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6. Patientenspezif ische Inuuunadsorber nach Anspruch 1-5 
gebunden an Sepharose Oder Perlcellulose. 

7. Verfahren zur Herstellung patientenspezif ischer 
Immunadsorber gemSB AnsprOchen 1-6, gekennzeichnet durch 
Isolierung von Immunkomplexen aus Blut oder anderen 
K6rperfliissigkeiten, wie z.B. Liquor cerebrospinal is; von 
Patienten unter Verwendung bekannter Verfahren, wie 
Plasmapherese tiber Protein A - Immunadsorber, Reinigung der 
Immunkomplexe fiir den klinischen Einsatz im extrakorporalen 
Blutreinigungsverfahren und Spaltung in die aktiven 
Bestandteile AntikSrper und Antigene sowie kovalente Kopplung 
dieser Bestandteile an feste TrSgermaterialien. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Immunkomplexe im sauren bzw. alkalischen Mileu, vorzugsweise 
in pH-Bereichen von 2-5 bzw. 10 - 12, und/oder unter Zusatz 
von Salzen wie NaCl, MgCl,, LiCl oder Harnstoff oder 
Guanidinhydrochlorid in ihre Einzelbestandteile zerlegt und, 
ggf. nach Fraktionierung und ggf . nach Zusatz von Salzen wie 
NaCl, MgCla, LiCl Oder Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, 
die geeignet sind, ab einer bestimmten Konzentration die 
Reaktionspartner im dissoziierten Zustand zu halten, in einem 
pH-Bereich von 2-12 mittels an sich bekannter Methode an 
die festen Material ien gekoppelt werden. 

9. Verwendung der patientenspezif ischen Immunadsorber gemSB 
Ansprfichen 1-6 fvir die extrakorporale Apherese. 

10. Verwendung der patientenspezif ischen Immunadsorber gemSB 
AnsprCkchen 1-6 fiir die Gewinnung und Weiterbearbeitung der 
immunpathologisch bedeutsamen kdrpereignen Stoffen. 
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Abb. 2: 
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Abb. 3: 
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Abb. 4: 




Abb. 5: 
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